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(54) Stabilisiertes Protein-Praparat und Verfahren zu seiner Herstellung 



(57) Es wird ein stabilisiertes Protein-Praparat be- 
schrieben, das kein Antithrombin lit enthalt und gegen 
einen Wirkungsverlust bei der Pasteurisierung durch 
den Zusatz von Stabllisatoren geschutzt ist, welche aus 
einem Oder mehreren Sacchariden in Mischung mit 
mehr als 0,5 mol/l einer Oder mehrerer Aminosauren 
aus der Gmppe Arginin. Lysin, Histidin, Phenylalanin, 
Tryptophan. Tyrosin. Asparaginsaure und Ihren Salzen 
Oder Glutaminsaure und ihren Salzen bestehen, wobel 



jeder dieser Aminosauren auch noch Glycin und/oder 
Glutamin zugesetzt sein kann. Es wird auBerdem ein 
Verfahren zur Virusinaktivierung Oder Virusabrelche- 
rung eines derartigen Protein- Praparates beschrieben. 
das die vorstehend genannten Stabilisatoren enthalt 
und einer Pasteurisierung oder einer Virusabrek^herung 
durch Filtration, Zentrifugatlon oder einer Behandlung 
mit Detergenzien oder bakterizkien oder virizlden Mit- 
teln unterworfen wird. 
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Beschrelbung 



[0001] Gegenstand der Erfindung 1st ein stabilisiertes 
Protein-Praparal. das therapeutisch aktive Proteine ent- 
hall und durch den Zusatz von Stabilisatoren gegen ei- 
nen Wirkungsverlust Oder die Denaturierung der Protei- 
ne bei der Pasteurisierung geschulzt ist AuBerdem sind 
Verfahren zur VirusinakUvierung und Virusabreicherung 
der erfindungsgemaB stabilisierten Protein-Praparate 
beschrieben. Hierzu gehoren u.a. die NanofUtration und 
die Behandlung mitbakleriziden oderviriziden Substan- 
zen Oder Detergenzien. 

[0002] Es ist bekannt, dass bestimmte Proteine in 
Form von Konzentraten zur Prophylaxe und Therapie 
unterschiedlicher Krankheiten eingesetzt werden. die 
durch angeborene oder erworbene Mangelzustande an 
diesen Proteinen hervorgeruf en werden. Als Quelle der 
therapeutisch angewendeten Proteine dienen dabei be- 
sonders das Blulplasma oder Organextrakte. Neuer- 
dings werden auch entsprechende rekombinant oder 
transgen hergestellte Proteine therapeutisch angewen- 
det. 

[0003] Jede der genannten Quellen birgt allerdings 
das potcnticllc Risiko cincr Einschleppung von infektio- 
sen Organismen wie Bakterien, Viren und Prionen. Des- 
halb sind auch schon zahlreiche Verfahren entwickelt 
worden. mit denen einer solchen potentiellen Verunrei- 
nigung von Protein-Praparaten entgegengewirkt wer- 
den kann. Mit der Pasteurisierung. insbesondere der Er- 
hilzung von Proteinldsungen auf 60* C tur einen Zeit- 
raum von 10 Stunden. steht bereits ein sehr eftektives 
Verfahren zur inaktivierung von Infektiosen Viren und 
anderen Krankheitsenregern zur Verfugung. das den Si- 
cherheitsstandard hinsichtlich der Ubertragung von In- 
feklionen durch Protein -Praparate entscheidend ver- 
bessert hat. Zusatzlich wurden weitere Verfahren ent- 
wickelt wie die Behandlung der Praparate mit Detergen- 
zien Oder bakteriziden oder viriziden Mittein, AuBerdem 
kann auch eine mechanische Abtrennung von Organis- 
men, bspw. durch eine geeignete Filtration wie die so- 
genannte "Nanof titration" erfolgen. 
[00041 Es reicht jedoch nicht aus, Verfahren zur Ver- 
fugung zu stellen. die eine zuverlassige Inaktivierung 
Oder Abreicherung von Viren und anderen pathogenen 
Keimen in Proteln-PrSparaten sicherstellen, Gleichzel- 
tig muss auch dafur Sorge getragen werden, dass die 
Iherapeulische Wirksamkeit des Proteinpraparats nichl 
durch MaBnahmen zur Virusinaktivierung oder Virusab- 
reicherung beeintrachtigt wird. Deshalb muss den meist 
auf konformationelle Veranderungen der Prote.ne zu- 
ruckzuf uhrenden Veranderungen durch die Zugabe von 
Stabilisatoren zu der zu erhitzenden Proteinlosung ent- 
gegengewirkt werden. Obwohl Stabilisatoren als Zu- 
satzstoffe zu Protein-Praparaten bereits allgemein Ver- 
wendung finden. muss deren qualitative und quantitati- 
ve Zusammenstellung auf bestimmte Proteine oder Pro- 
telngmppen ahnlicher physikochemischer Eigenschaf- 
ten abgestimmt werden. Dabei finden haufig Kohlenhy- 



drate. nicht selten in Kombination mit bestimmten Ami- 
nosauren. Anwendung. 

[0005] So istinderDE-A-2916 711 ein Verfahren zur 
Stabilisierung von Blutgerinnungsfaktoren beschrieben, 
5 bei dem der Proteinlosung eine Aminosaure und ein Mo- 
no- Oder Oligosaccharid oder ein Zuckeralkohol zuge- 
setzt werden. Als Aminosauren werden dabei Glycin, a- 
oder p-Alanin. Hydroxy-Prolin. Prolin. Glutamin und die 
a-, p- Oder Y-Aminobuttersaure eingesetzt. 
10 [00061 AuBerdem ist aus den US-Patentschriften 4 
440 679 und 4 623 717 bekannt, dass hitzeempfindli- 
che, therapeutisch aktive Proteine wie der Faktor Vlll, 
Fibronektin, Antithrombin ill. a-1 -Antitrypsin, Plasmino- 
gen, Albumin und Prekallikrein ohne Wirkungsverlust 
15 pasteurisiert werden konnen, wenn ihnen entweder eine 
konzentrierte wassrige Losung eines Zuckers oder ei- 
nes reduzierten Zuckers zugesetzt wird, die auch noch 
0,1 bis 0.5 Mol/I einer Aminosaure, insbesondere Argl- 
n!n, Lysin und/oder Glycin enthalten kann. 
20 [0007] SchlieBlich ist auch in der deutschen Paten- 
tanmeldung 198 564 43.0 ein stabilisiertes Antithrom- 
bin-lll-Praparat beschrieben, das gegen einen Wir- 
kungsverlust bei der Pasteurisierung durch einen Zu> 
satz von Stabilisatoren geschutzt ist, welche aus einem 
25 Oder mehreren Sacchariden in Mischung mit mehr als 
0 5 mol/l einer oder mehrerer Aminosauren aus der 
Gruppe Arginin, Lysin. Histidin, Phenylalanin, Trypto- 
phan, Tyrosin. Asparaginsaure und ihren Salzen oder 
Glutaminsaure und ihren Salzen bestehen, wobei jeder 
30 dieser AminosSuren auch noch Glycin und/oder Glut- 
amin zugesetzt sein kann. 

[0008] Es wurde nun gefunden, dass sich nach dem 
in der deutschen Patentanmeldung 198 564 43.0 be- 
schriebenen Verfahren auch noch andere therapeutisch 
35 wertvolle Proteine, die kein Antithrombin III enthalten, 
so stabilisieren lassen, dass sie eine Pasteurisierung 
Oder ein anderes Verfahren zur Virusinaktivierung oder 
Virusabreicherung nahezu unbeschadet Qberstehen. 
Die nach diesem Verfahren zu stabilisierenden Proteine 
40 konnen sowohl aus Plasma oder Organextrakten her- 
gestelltsein. Insbesondere die Blutgerinnungsfaktoren 
II, V, VII und Vila (aktivierte Form von F VII), Vlll, IX, X, 
XI! und Xlll sowie deren Kombinationspraparate wie das 
sogenannte -Prothrombinkomplex-Konzentrar, beste- 
45 hend aus Fll. FVII, FIX und FX, und das aktivierte Pro- 
thrombinkomplex-Konzentrat sowie Flla (Thrombin) 
konnen so mit sehr gutem Erfolg stabilisiert werden, Der 
gleiche Effekt wurde auch bei dem von Willebrand-Fak- 
tor (vWF) Oder FVIll/vWF, bei Albumin, bei Immunglo- 
50 bulinen. Proteaseinhibitoren, wie dem CI -Inhibitor, dem 
a-2-Antiplasmin und dem a- 1 -Antitrypsin, dem Protein 
C und dem aktivierten Protein C, Protein S. Protein Z, 
dem Inhibitor, der durch Gewebethromboplastin initiier- 
ten Gerinnung (TFPl = tissue factor pathway inhibitor), 
55 sowie bei Fibrinogen, Fibronektin und Plasminogen be- 
obachtet. Dabei lassen sich erfindungsgemaB stabili- 
sierte Protein- Praparate sowohl aus entsprechenden 
rekombinanten oder transgenen Proteinen herstellen. 
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£0009] Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein sta- 
bilisiertes ProteinprSparat. das kein Antithrombin III ent- 
halt und gegen einen Wirkungsverlust be! der Pasteurl- 
sierung durch den Zusatz von Stabillsatoren geschOtzt 
1st, welche aus einem Oder mehreren Sacchariden in Mi- 
schung mit mehr als 0.5 moM einer oder mehrerer Ami- 
nosauren aus der Gruppe Arginin, Lysln. Histidin Phe- 
nylalanm. Tryptophan. Tyrosln. Asparaginsaure und ih- 
ren Salzen oder GlutaminsSure und ihren Salzen beste- 
hen. wobel jeder dieser Aminosauren auch noch Glycin 
und/oder Glutamin zugesetzt sein kann. 
[0010] Das erfindungsgemaB stabilisierte Protein- 
Praparat enthSIt als Saccharid ein Monosaccharid ein 
Disaccharid oder ein Oligosaccharid in einer Menge von 
wenigstens 0,5 g/ml, vorzugsweise von wenigstens 1 5 
g/ml. Es weist einen pH-Wert von 3,0 bis 9.5. vorzugs- 
wese von 4.0 bis 8.5 auf. Es enthSIt auSerdem eine 
Oder mehrere der oben genannten AminosSuren In ei- 
ner Konzentration von mehr als 0,5 moVl, vorzugsweise 
von mehr als 0,8 mol/l. Besonders bevorzugt werden Mi- 
schungen aus einem Saccharid in einer Konzentration 
von mehr als 1 ,5 g/ml mit einer oder mehreren der vor- 
stehend genannten Aminosfiuren in Konzentrationen 
von uber 0,5 mol/l, vorzugsweise von uber 0,8 mol/I 
Diesen Mischungen kann auch noch Glycin und/oder 
Glutamm rn einer Menge von mehr als 0,5 mol/l vor- 
zugsweise mehr als 0,8 mol/l, zugesetzt sein. AuBer- 
dem ist der Zusatz von loslichen Kalziumsalzen bspw 
in Form von Kabiumchlorid, in Konzentrationen von 
mehr als 0,5 mmol/l, vorzugsweise mehr als 1 mmol/l 
vorteilhaft. 

[0011] Die so stabilisierte Losung wird fur 5 bis 50 
Stunden, vorzugsweise 8 bis 20 Stunden, bei 40 bis 
95-0 erhitzt, wobei Temperaturen zwischen 50 bis 
70'C, insbesondere zwischen 55 bis 65»C, besonders 
bevorzugt sind. Die erf indungsgemaS stabilisierten Pro- 
teinlosungen elgnen sfch aber auch zur Virusabreiche- 
rung mittels Filtration, bevorzugt der Nanofiltration oder 
mrttels der Zentrifugation oder zur Behandlung mit bak- 
tenziden oder viriziden Mittein oder mit Detergenzien 
Das zuletzt genannte Verfahren ist als "Solvent-Deter- 
gent-Behandlung" bekannt. 

[0012] Die Erfindung wird an folgendem Beispiei er- 
latitert: 



w 



15 



20 



Testmethoden untersuchf, nSmlich dem sogenannten 
"Ctotting Test" und einem chromogenen Test (Coama- 
lio®FVIII). Fur jeden Ansatz wurde die Protein-AktivitSt 
berechnet und mit der Aktivitat vorder Pasteurisierung 
verglichen. 

[0014] Dabei wurde im ersten Ansatz eine Stabilisie- 
mng gemaB dem in der DE-A-29 16 711 offenbarten 
Stand der Technik durchgefuhrt, wahrend im zweiten 
Ansatz die erfindungsgemaSe Stabilisierung eingesetzt 
wurde. Die ErgebnlssesindindernachfolgendenTabel- 
le dargestellt: 



Ansatz 




Ausbeute {%) 


1 . Saccharose 


1.75 g/ml 


82 


Glycin 


1.8 mol/l 




CaCl2 


0,05 mol/l 




2. Saccharose 


1.75gATil 


97 


Na-GIutamat 


1 .5 mol/l 




Arginin 


1 .5 mol/I 





25 



30 



35 



40 



Beispiei 

[0013] Eine wassrige Proteinlosung. die den Faktor 
VIII in angereicherter Fomi enthielt. wurde mit Saccha- 
rose bis 2u einer Konzentration von 1 ,75 g/ml versetzt 
Diese Losung wurde in mehrere Ansatze aufgeteilt de- 
nen Glycin oder Glutamat und Arginin beigemischt war- 
den, urn fur jede der Aminosauren Konzentrationen von 
0,8 bfs 2 mol/I 2U enreichen. Die so stabillsierten Losun- 
gen wurden fur 10 Stunden bei 60-0 im Wasserbad er- 
hitzt. Jedem dieser Ansatze wurde vor und nach dem 
Erhitzen eine Probe zur Analyse entnommen. Die Fak- 
tor Vlll-Aktivitaten wurde jeweils nach zwei bekannten 



45 



55 



[001 5] Damit wird gezeigt, dass die in der DE-A-29 1 6 
711 beschriebene Stabilisierung mit einem Zucker und 
etner AmlnosSure wie Glycin zwar eine gewisse Stabi- 
lisierung des Faktor VII! bewirkt, jedoch zeigt der Ansatz 
2, dass durch die erfindungsgemaSe Zugabe von Argi- 
nin/GIutamat eine erheblich hohere Stabilisiemng er- 
reicht wird, die nahezu die gesamte biologische Aktivitat 
des eingesetzten Faktor VIII unbeschadet lasst. 

PatentansprOche 

1. Stabilisiertes Protein-Praparat, dadurch gekenn- 
zelchnet. dass es kein Antithrombin III enthalt und 
gegen einen Wirkungsverlust bei der Pasteurisie- 
rung durch den Zusatz von Stabilisatoren geschOtzt 
ist, wetohe aus einem oder mehreren Sacchariden 
in Mischung mit mehr als 0,5 mol/l einer oder meh- 
rerer Aminosauren aus der Gojppe Arginin, Lysin 
Histidin. Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin, Aspa- 
raginsaure und ihren Salzen oder Glutaminsaure 
und ihren Salzen bestehen, wobeijeder dieser Ami- 
nosauren auch noch Glycin und/oder Glutamin zu- 
gesetzt sein kann. 

2. Stabilisiertes Protein-Praparat nach Anspruch 1 
dadunch gekennzeichnet, dass es als Protein ein 
Oder mehrere Blutgerinnungsfaktoren ausgewahit 
aus der Gmppe umfassend FH, FV, FVIl und FVIIa, 
PVdl, FIX, FX. FXII sowie deren Kombinationspra- 
parate, den von Willebrand-Faktor (vWF) oder den 
FVIII/vWF Oder ein oder mehrere Protelne ausge- 
wahit aus der Gruppe umfassend Albumine. Im- 
munglobuline. Proteaseinhibitoren. a-2-Antiplas- 
min, a-1 -Antitrypsin, Protein C, aktiviertes Protein 
C, Protein S. Protein Z, TFPI. Fibrinogen, Fibronek- 



EP 1153 608 A1 

tin und Plasminogen enthalt. 

Stabilis-enes Protein-Praparat nach den Anspm^ 
Chen 1 und 2, dadurch gekennzelchnet dass es 
Ite Saccharid ein Monosaccharid. ein Dsacchand 5 
Oder efoi gosaccharid in einer Menge von wem^ 

ml, enthait. 

Stabilisienes Protein-Praparat nach den A^sp,^ 
Chen 1 bis 3, dadurch gekennzetchnet. dass^ 
dS saiharid in einer Menge von mehr als 1.5 g/ 
ml enthSll. 



5. 



Stabiiisiertes Protein-PrSparat nach den Ansp* « 
Chen 1 bis 4. dadurch gekennzelchnet. dass es 
erne Oder mehrere AminosSuren .n einer Menge 
von mehr als 0.5 moUl, vorzugsweise in einer Men- 
ge von mehr als 0.8 mol/1. enthalt. 

Stabiiisienes Protein-PrSparat nach den Ansp,^ 
u -I h.<. ^ dadurch gekennzelchnet, dass es 
fu'satliic auch no^J efn ios.iches Kalziumsaiz in 

weise in einer Menge von wen.gstens 1.0 mmou. 



enthalt 



30 



35 



Vertahren zur Virusinaktivierung f - ^--'^i; 
cherung eines Protein-Praparates, d^dureh ge- 
kinnzelchnet. dass man ein stabi s^rtes Prote.n- 
Praparat gemSB den AnsprOchen 1 bis 6 

. einer Hitzebehandiung bei 40 b's Ober ei- 
nen Zeitraum von 5 bis 50 Stunden oder 

. einer Vinisabretoherung mittels Filtration oder 

. einer Virusabreicherung mittels Zentrifugation 

Oder 40 

. einer Behandlung mit Detergenzien oder bak- 
teriziden oder viriziden Mittein untenwirft. 
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